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JI sl/en 
AI Babezija je parazit, ki se s klopom prenese na ljudi in živali, kjer lahko povzroči 
okužbo. Zlati standard dokazovanja babezioze je neposredni mikroskopski pregled 
barvanega krvnega razmaza, s katerimi ne moremo določiti babezije do vrste 
natančno. Babeziozo lahko dokažemo tudi z metodo posredne imunofluorescence, 
ki pa ni primerna pri imunsko oslabljenih bolnikih. Z magistrsko nalogo smo razvili 
PCR v realnem času za dokaz DNA babezij, ki povzročajo okužbe pri ljudeh in 
živalih v Sloveniji in s tem olajšali ter skrajšali čas do laboratorijskega izvida. 
Dokazali smo, da je metoda PCR v realnem času bolj občutljiva in bolj specifična 
od neposrednega mikroskopskega pregleda preparata krvi ter klasičnega PCR. Kot 
selekcijski marker  smo uporabili gen 18S rRNA, ki vsebuje hipervariabilne 
odseke, obdane z visoko ohranjenimi regijami. Razvili smo visoko specifičen in 
občutljiv PCR v realnem času, ki pomnožuje sev humane babezije Babesia sp. Irk, 
ki so ga dokazali leta 2014 pri imunsko oslabljeni bolnici iz Prekmurja. S 
kvantifikacijo z digitalnim PCR smo spremljali potek parazitemije in zdravljenja pri 
bolnici ter dokazali babezijsko DNA tudi po 89. dneh zdravljenja, ko so bili 
rezultati ostalih metod že negativni. Zaključimo lahko, da je PCR v realnem času 
hitra, visoko občutljiva in enostavna metoda, ki omogoča dokaz babezioze v 
zgodnjih fazah bolezni ter spremljanje poteka zdravljenja. 
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LA sl 
AL sl/en 
AB Babesia is a parasite that can be transmitted to humans and animals, where it causes 
infection. With methods like microscopic staining of blood smears, that do not give 
us the information about the species, and indirect immunofluorescence, that we can 
not use on immunocompromised patients, real time PCR seems to be a much better 
choice for diagnostics. Within M. Sc. Thesis we developed real time PCR for 
detection of Babesia species DNA, found in humans and animals around Slovenia. 
We proved that real time PCR is a more sensitive and specific method than the 
microscopic staining of blood smears and conventional PCR. As a selection marker 
we used 18S rRNA gene with hipervariable sections that are surrounded with 
highly conservative regions. Our real time PCR amplifies strain of human Babesia 
sp. Irk, that was first found in 2014 in an immunocompromised patient from 
Prekmurje. By using absolute quantification of a digital PCR, we were able to 
follow parasitemia and treatment of the patient and detected DNA of the parasite 
even after 89 days from the beginning of the treatment, when all the other methods 
showed negative results. In conclusion, we can say that real time PCR is a quick, 
highly sensitive method that is easy to use and is useful for detection of babesial 
DNA at the beginning of the infection as well as for monitoring the course of 
treatment.
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 
bp   bazni par 
ddNTP dideoksiribonukleozidtrifosfat ali dideoksiribonukleotid (angl. 
Dideoxynucleoside triphosphate) 
dH2O   destilirana voda 
DNA   deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksiribonukleozidtrifosfat ali deoksiribonukleotid (angl. 
Deoxyribonucleoside triphosphate) 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina (angl. Ethylenediaminetetraacetic 
acid) 
ELISA encimsko imunska metoda (angl. Enzime-Linked ImmunoSorbent 
Assay) 
IFA metoda posredne imunofluorescence (angl. Immunofluorescent 
Assay) 
Ig   imunoglobulin 
nss rDNA mala podenota ribosomalne DNA (angl. Nuclear small subunit 
ribosomal Deoxyribonucleic acid) 
PCR   verižna reakcija s polimerazo (angl. Polimerase Chain Reaction) 
RNA   ribonukleinska kislina (angl. Ribonucleic acid) 
RNAza  ribonukleaza 
rRNA ribosomalna ribonukleinska kislina (angl. Ribosomal ribonucleic 
acid) 
TAE   Tris baza, ocetna kislina, EDTA (angl. Tris, Acetate, EDTA) 
UV   ultravijolično 
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SLOVARČEK 
Anemija   kronično pomanjkanje rdečih krvničk 
Anoksija   pomanjkanje kisika v krvi 
Antikoagulans  sredstvo, ki preprečuje strjevanje krvi 
Gametogonija   nastanek gametocitov in gamet 
Hemoglobinurija  nenormalno povišanje hemoglobina v krvni plazmi in seču 
Hemoparazit   paraziti, ki se razmnožuje v krvi gostitelja 
Merogonija nespolna reprodukcija, pri kateri se jedro celice večkrat deli, 
kar v končni fazi privede do nastanka več enojedrnih celic 
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Pankreatitis   vnetje trebušne slinavke 
Parazitemija   prisotnost parazitov v krvi 
Sporogonija   delitev zigote na številne haploidne celice (sporozoite) 
Subklinična okužba   okužba brez opaznih kliničnih znakov 
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Zoonoza   bolezen, ki se prenaša med živalmi in ljudmi 
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1 UVOD 
Babesia je pražival, ki lahko povzroča okužbe pri ljudeh in živalih. Tvori rod parazitov, ki 
sodijo v deblo trosovcev (Apicomplexa) (Hunfeld in sod., 2008). V naravi se babezije 
ohranjajo v kompetentnih gostiteljih, prenašalci pa jih lahko prenesejo tudi na t. i. 
naključne gostitelje – ljudi in domače živali (Duh in sod., 2001). V prenašalcu, klopu, se 
babezije spolno razmnožujejo in se v obliki sporozoita, ob vbodu klopa, prenesejo v kri 
sesalcev, tam pa okužijo eritrocite in se v njih nespolno delijo (Hunfeld in sod., 2008).  Pri 
ljudeh poteka babezioza pogosto brez kliničnih znakov ali z znaki splošne oslabelosti, 
povišane temperature, mrzlice, glavobola ter bolečin v mišicah in sklepih (Hunfeld in sod., 
2008). Težja oblika bolezni se pojavi pri imunsko oslabljenih osebah, pri katerih nastane 
huda hemolitična anemija, ki lahko vodi v smrt (Gray in sod., 2010). Tudi pri nekaterih 
živalih se ob okužbi pojavijo klinični znaki bolezni kot so: anemija, vročina, apatija (Duh 
in sod., 2004). 
V Sloveniji so opisali štiri vrste babezij, ki povzročajo bolezen pri ljudeh in živalih: B. 
microti, babezija EU1, B. divergens in B. canis (Duh in sod., 2001, 2002, 2004, 2005). 
Slednja je najpogostejša povzročiteljica bolezni pri psih (Duh in sod., 2004). 
Pri mikrobiološkem dokazu babezioze najpogosteje uporabimo direktni mikroskopski 
pregled krvnega razmaza barvanega po Giemsi, vendar ta ne omogoča določitve vrste 
babezije, na občutljivost testa pa vpliva tudi višina parazitemije (Hunfeld in sod., 2008). 
Med serološkimi metodami najpogosteje uporabljamo metodo posredne 
imunofluorescence, vendar je manj primerna, kadar je bolnik imunsko oslabljen, saj take 
osebe ne razvijejo specifičnih protiteles. Prav zato je za dokaz babezioze pri ljudeh 
najprimernejša uporaba molekularnih diagnostičnih metod, kot je PCR v realnem času 
(Bloch in sod., 2013).  
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1.1 NAMEN DELA 
 
Posamezne primere babezioze beležimo tudi v Sloveniji. Najpogostejše so okužbe psov, 
leta 2014 pa so prvič dokazali bolezen tudi pri imunsko oslabljeni bolnici iz Prekmurja.  
 
Z magistrsko nalogo smo želeli razviti in vpeljati verižno reakcijo s polimerazo v realnem 
času za dokaz DNA babezij, ki povzročajo okužbe pri ljudeh in živalih, v dnevno rutinsko 
diagnostiko, da bi s tem olajšali ter skrajšali čas do izvida. 
 
Hipoteze: 
 
 Metoda PCR v realnem času je občutljiva in specifična metoda za dokaz različnih 
babezij v kliničnih in živalskih vzorcih 
 
 Metoda omogoča hiter dokaz okužbe in je zato primerna za uporabo v dnevni 
diagnostiki 
 
 Predvidevamo, da bomo uspeli najti konsenzno zaporedje za razvoj metode, ki 
omogoča sočasni dokaz več vrst patogenih babezij 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
Caf N. Vpeljava modernega diagnostičnega pristopa za dokaz babezij v kliničnih in živalskih vzorcih. 
   Mag delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017  
 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZGODOVINSKI PREGLED 
 
Prvi zapisi babezioze segajo še v biblijske čase, ko je množično poginjalo govedo faraona 
Ramsesa II., bolezni pa so takrat nadeli ime goveja kuga (Boustani in sod., 1996). Uradni 
zapis izhaja iz 19. stoletja, ko je Babes odkril mikroorganizme v eritrocitih goveda v 
Romuniji in jih povezal z govejo hemoglobinurijo. Poginilo je 30000 do 50000 glav živine 
(Babes, 1888). Kasneje je našel podobne organizme tudi v eritrocitih ovc. Leta 1893 sta 
Smith in Kilbourne v ZDA ugotovila, da bolezen povzroča parazit, ki se razmnožuje v 
gostiteljevih eritrocitih. Bolezen sta poimenovala Teksaška vročica goveda in parazitu 
nadela ime Pyrosoma bigeminum, ter dokazala, da ga prenašajo klopi (Smith in Kilbourne, 
1893). Istega leta je Starcovici parazite poimenoval Babesia bovis, Babesia bigemina in 
Babesia ovis. Od takrat so predlagali še nekaj drugih imen, med njimi tudi Piroplasma, 
zaradi značilne oblike hruške (angl., pear), ki jo imajo po pomnoževanju. Staro ime 
Piroplasma  se je obdržalo le kot skupni izraz za babezije in tejlerije (Uilenberg, 2006).  
 
Enake parazite so opisali tudi pri drugih domačih živalih. Ti vrsti sta danes poznani kot B. 
canis pri psih in B. caballi pri konjih (Piana in Galli-Valerio, 1895). Prvi opisan primer 
humane babezioze sega v leto 1957, ko so na območju Hrvaške okužbo ugotovili pri 33-
letnem imunsko oslabljenem kmetu (Scrabalo in sod., 1957). Večina primerov babezioze v 
Evropi je bilo odkritih pri imunsko oslabljenih posameznikih brez vranice. Leta 1969 so 
odkrili prvo okužbo pri imunsko zdravem bolniku v ZDA (Western in sod., 1970). 
Ugotovili so, da parazit, B. microti, ki povzroča okužbe v ZDA, povzroča blažjo obliko 
bolezni kot parazit B. divergens, ki je odgovoren za okužbe v Evropi (Boustani in sod., 
1996).  
 
2.2 ŽIVLJENJSKI KROG 
 
Babezije so praživali, ki jih prenašajo klopi in povzročajo okužbe pri ljudeh in živalih. 
Označujejo jih kot druge najpogostejše parazite najdene v krvi sesalcev, poleg tega lahko 
okužijo tudi ptice. Znotraj svojih gostiteljev, vretenčarjev, se razmnožujejo nespolno v 
eritrocitih (Hunfeld in sod., 2008).  
 
Babezije se po okužbi razmnožujejo v gostiteljevih eritrocitih in povzročijo bolezen 
imenovano babezioza. Ta spada med zoonoze, saj se njen povzročitelj prenese tudi na 
človeka kot naključnega gostitelja. Čeprav imajo babezije širok nabor gostiteljev, 
potrebujejo za razvoj tako vretenčarja kot nevretenčarja (Homer in sod., 2000).  
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Babezije gredo v življenjskem krogu skozi tri stopnje razmnoževanja: gametogonija – 
nastanek gamet, ki mu sledi njihova spojitev znotraj črevesja klopa; sporogonija – 
nespolno razmnoževanje v žlezah slinavkah klopa in merogonija – nespolno 
razmnoževanje v vretenčarjih (Hunfeld in sod., 2008). 
 
 
 
Slika 1: Življenjski krog babezije (Schnittger in sod., 2012)   
Legenda: Sz – sporozoit, M – merozoit, T – trofozoit, G – gametocit, Sk (Strahlen örper) – gameta, Z – 
zigota, To – transovarialni prenos, Ts – transstadialni prenos, Sg – žleze slinavke, St – večjedrni sporoblasti  
 
Klop se okuži s parazitom ob hranjenju na okuženem gostitelju (Homer in sod., 2000). 
Sporozoiti babezij se nahajajo v slini klopa in se med hranjenjem prenesejo v kri gostitelja. 
Tam napadejo eritrocite in se v njihovi notranjosti razvijejo v trofozoite, ki se delijo 
nespolno v dva ali včasih štiri merozoite. Merozoiti zapustijo eritrocite in napadejo nove, 
kjer nadaljujejo podvojevalni cikel. Nekaj merozoitov preneha z delitvijo in se preobrazi v 
gametocite. Do sporogonije pride v naslednjem klopu, ki se zopet hrani na okuženem 
gostitelju in s tem zaužije gametocite. V prebavilih klopa se slednji diferencirajo v gamete, 
ki se zlijejo v diploidne zigote. Po mejozi preidejo v krvno-limfni sistem klopa, ki jih 
raznese v različne organe, med drugim tudi v žleze slinavke, kjer poteče zadnja faza 
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razvojnega cikla. Nastanejo sporozoiti, ki okužijo gostitelja po tem, ko se klop razvije iz 
larve do nimfe ali nimfe do odraslega klopa in se zopet hrani na svojem gostitelju. 
Nekatere babezije (Babesia sensu stricto) napadejo klopove jajčnike in jajčeca in tako se 
sporozoiti izoblikujejo v žlezah slinavkah naslednje generacije larv (Schnittger in sod., 
2012).  
 
2.3 TAKSONOMIJA 
 
Babezije so praživali, ki jih uvrščamo v deblo Apicomplexa ali Sporozoa (trosovci), 
enoceličnih živali s kompleksnim načinom razmnoževanja, iz katerega veji red 
Piroplasmida. Red Piroplasmida, ki okuži domače živali in ljudi, sestavljata dve družini 
parazitov: Theileriidae in Babesiidae (Hunfeld in sod., 2008).  
 
Glede na fenotipske značilnosti delimo piroplazmide v dve skupini: večje, katerih 
trofozoiti merijo približno 3-5 μm in manjše, ki merijo 1-3 μm (Hunfeld in sod., 2008; 
Irwin, 2009). Med večje spadajo B. canis, najpogostejša povzročiteljica okužb psov v 
Sloveniji (Duh in sod., 2004), B. bovis in B. bigemina, babeziji, ki okužita govedo, ter B. 
caballi, ki okuži konje. Pomembnejše predstavnice malih babezij so B. gibsoni, ki okuži 
pse, B. microti, ki je glavna povzročiteljica babezioze pri ljudeh v ZDA, in B. rodhaini, ki 
okuži glodavce (Laha in sod., 2015).  
 
Z mikroskopijo lahko določimo le rod parazita, vrste pa določamo z določitvijo 
nukleotidnega zaporedja protozojskih genov (Sivakumar in sod., 2016). S filogenetsko 
analizo na podlagi zaporedja male jedrne podenote ribosomalne DNA so ugotovili, da 
velike in male babezije spadajo v dve različni filogenetski skupini. Raziskava je pokazala, 
da so male babezije bolj sorodne Theileria spp. kot pa velike. To pa ne velja za B. 
divergens, babezijo, ki povzroča okužbe pri ljudeh v Evropi, saj je, čeprav ima male 
trofozoite, genetsko sorodnejša velikim babezijam (Hunfeld in sod., 2008).  
 
Taksonomija babezij se je v letih precej spreminjala, saj so z identifikacijo novih vrst, 
pridobitvijo novih zaporedij in večjo občutljivostjo molekularnih metod lahko med vrstami 
ugotovili več razlik (Schnittger in sod., 2012). 
 
S podrobno analizo nukleotidnega zaporedja gena 18S rRNA babezije danes delimo v šest 
skupin: 
 
 skupina: Babezije, ki okužijo glodavce – B. microti in B. rodhaini, ter babezije, ki 
okužujejo mačke – B. leo in B. felis. Babezije iz te skupine pogosto imenujejo tudi 
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B. microti podobne, omenjena vrsta pa povzroča bolezen pri ljudeh v ZDA. To 
skupino sestavljajo babezije, ki tradicionalno spadajo med male babezije, 
 
 II. skupina : Babesia spp., humani izolati vrste B. duncani WA1, WA2, CA5, in 
CA6 ter CA1, CA3 in CA4, ki so bili izolirani iz mule in ovce. Razširjene so v 
ZDA,  
 
 III. skupina: Theileria youngi, Theileria bicornis in Babesia sp., izolirane iz 
kapibar, 
 
 IV. skupina: B. bicornis in T. equi, ki je povzročiteljica okužb tudi pri konjih iz 
Slovenije, 
 
 V. skupina: Theileria sensu stricto (prave tejlerije), ki okužijo kopitarje (ovce in 
govedo) v Mediteranski regiji, Aziji in Afriki, 
 
 VI. skupina: Babesia sensu stricto (prave babezije), kamor spadajo B. gibsoni, B. 
canis, B. rossi, B. vogeli, ki okužujejo pse, ter B. divergens, B. venatorum, ki sta 
povzročiteljici bolezni pri ljudeh na območju Evrope. V to skupino sodijo 
predstavniki velikih babezij (Schnittger, 2012). 
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Slika 2: Konsenzno drevo podobnosti piroplazmid (analiza gena 18S rRNA) (Schnittger, 2012) 
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2.4 EPIDEMIOLOGIJA IN RAZŠIRJENOST   
Zemljepisna razširjenost babezij je odvisna od razširjenosti posamezne vrste prenašalcev. 
Poleg tega je ključna tudi prevalenca živali – gostiteljev, ki te prenašalce vzdržujejo in 
širijo v okolju, ter od samega okolja. Vsi ti dejavniki vplivajo na širjenje parazitov (Laha in 
sod., 2015).  V Evropi so prenašalci babezij klopi rodov Ixodes, Dermacentor in 
Rhipicephalus (Solano-Gallego in Baneth, 2011). 
Dermacentor reticulatus je vrsta klopa, ki ji ugajajo predvsem hladna in vlažna področja, 
zato je razširjena v osrednji Evropi, čeprav so bile okužbe s tem klopom dokazane tudi na 
Portugalskem in Poljskem. Je prenašalec parazita Babesia canis (Petney in sod., 2012). 
Rhipicephalus sanguineus je razširjen na področju zmerno toplega podnebja Sredozemlja, 
najden pa tudi na hladnejših območjih osrednje Evrope in britanskega otočja (Solano-
Gallego in Baneth, 2011). Je prenašalec B. vogeli, ki je v Evropi druga najpogostejša 
povzročiteljica bolezni pri psih (Duh in sod., 2004). Klopi R. sanguineus so še potencialni 
prenašalci B. gibsoni  (Petney in sod., 2012; Iwakami in sod., 2014).  
Ixodes hexagonus je vektor B. microti in tej podobnim babezijam. Razširjen je na področju, 
kjer je veliko malih sesalcev, saj le-ti predstavljajo njegovega glavnega gostitelja (Solano-
Gallego in Baneth, 2011). V Sloveniji so odkrili babezije, sorodne B. microti, v gozdni 
voluharici in rumenogrli miši (Duh in sod., 2002). Druga vrsta klopa iz rodu Ixodes je I. 
ricinus, znan prenašalec vrst B. divergens, B. microti in B. venatorum, ki povzročijo 
okužbe pri ljudeh (Welc-Falęciak in sod., 2013). Babesia divergens in B. venatorum sta 
pogostejši povzročiteljici babezioze pri ljudeh v Evropi (Bonnet, 2006), medtem ko so za 
B. microti znani le posamezni primeri okužb (Gigandet in sod., 2011; Welc-Falęciak in 
sod., 2013). Za mnoge vrste klopov rodu Ixodes predstavlja zoonotski rezervoar poleg 
glodavcev še govedo, pretežno jelenjad, zato je prevalenca jelenjadi ključna pri 
vzdrževanju in širjenju okuženih prenašalcev (Solano-Gallego in Baneth, 2011). 
2.5 KLINIČNI ZNAKI 
Babezioza se kaže s kliničnimi znaki, ki se razlikujejo glede na imunski status gostitelja, 
morebitne sočasne okužbe z drugimi patogeni in genetske značilnosti. Pri nekaterih 
posameznikih se klinični znaki sploh ne pojavijo, pri drugih se pojavi blaga okužba, lahko 
pa pride tudi do resnih bolezenskih zapletov. Klinični znaki se razlikujejo tudi glede na 
vrsto babezije in so lahko precej nespecifični (Zintl in sod., 2003). 
V prvi fazi babezije uničijo eritrocite. Zaradi pomanjkanja eritrocitov pride v krvi do 
pomanjkanja hemoglobina, ki je odgovoren za prenos kisika. Stanje vodi v slabokrvnost, 
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slabo počutje, utrujenost (Sanchez in sod., 2016). Pojavi se dolgotrajna vročina, mrzlica, 
prekomerno znojenje, glavobol. Bolnika bolijo mišice. Če je pomanjkanje kisika zelo 
hudo, kar se zgodi pri težjih primerih, se razvije anoksija, ki ima za posledico respiratorno, 
srčno, ledvično in jetrno odpoved, kar vodi v komo in smrt (Zintl in sod., 2003).  
Težjo obliko bolezni pri ljudeh v Evropi povzročajo paraziti vrste B. divergens, ter 
babezije, ki so tej podobne (Zintl in sod., 2003). Poleg že omenjenih kliničnih znakov, 
lahko pride tudi do bolečin v ledvicah in trebuhu, zlatenice, bruhanja in diareje, v končni 
fazi tudi odpovedi organov in smrti (Gray in sod., 2009). Najvišje tveganje za razvoj hude 
okužbe obstaja pri dojenčkih in starejših osebah, bolnikih brez vranice, bolnikih s 
hemoglobinopatijo, bolnikih, okuženih z virusom HIV, rakavih bolnikih ter tistih, ki so na 
imunosupresivnih zdravilih ali so kako drugače imunsko oslabljeni (Lobo in sod., 2013). 
 
Blažji klinični znaki se pojavijo ob okužbi z B. venatorum in pri imunsko dovzetnih 
posameznikih. Bolniki razvijejo klinične znake podobne gripi z rahlo vročino ali pa se ti 
sploh ne pojavijo. Vrste, katerih okužbe ne privedejo do specifičnih kliničnih znakov pri 
imunsko zdravih ljudeh, povzročajo najvišjo skrb. Te se lahko prenesejo s transfuzijo krvi 
na imunsko oslabljene osebe pri katerih se razvije težja oblika bolezni (Gray in sod, 2010).  
 
Pri psih okužba z babezijami povzroči podobne klinične znake kot pri ljudeh. Prav tako sta 
potek in resnost bolezni odvisna od vrste babezije. Blažjo obliko bolezni povzroča vrsta B. 
vogeli,  težjo pa B. canis in B. rossi. Bolezen lahko poteka brez kliničnih znakov ali 
povzroči splošno oslabelost in hujšanje, ki ju spremlja vročina, anemija, trombocitopenija 
in pigmenturija. Pojavljajo se tudi klinični znaki, ki niso neposredno povezani s hemolizo: 
hujšanje, bruhanje, diareja, pankreatitis, težave z dihanjem. Pri hudih primerih lahko sledi 
odpoved organov in smrt (Solano-Gallego, 2016).  
 
2.6 DIAGNOSTIKA 
 
Za ugotavljanje babezioze uporabljamo neposredno (mikroskopski pregled krvi ali dokaz 
DNA babezij) ali posredno dokazovanje (dokaz protiteles).  
 
2.6.1 Mikroskopija 
 
Najstarejša neposredna tehnika dokazovanja babezioze je krvni razmaz barvan z barvilom 
po Giemsi. S to metodo pod mikroskopom znotraj eritrocitov vidimo trofozoite v obliki 
prstanov (Boustani in sod., 1996) ali parne merozoite (Potgieter in Els, 1977). V začetnih 
fazah okužbe organizem meri 0.9-2 µm. Po razmnoževanju se organizem poveča in takrat 
je na preparatu vidna modro obarvana citoplazma in rdeče obarvano jedro. Prisotna je 
lahko tudi neobarvana vakuola (Boustani in sod., 1996). Slabost metode je možnost lažno 
10 
Caf N. Vpeljava modernega diagnostičnega pristopa za dokaz babezij v kliničnih in živalskih vzorcih. 
   Mag delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017  
 
negativnih rezultatov zaradi nizke parazitemije in potrebna izkušenost osebja za 
mikroskopiranje (Mosqueda, 2012).  
 
 
Slika 3: Prikaz različnih vrst babezij v različnih živalih (Mosqueda, 2012) 
Legenda: A- Babesia bigemina barvana po Giemsi v govejih eritrocitih, B- Babesia bovis barvana po Giemsi 
v govejih eritrocitih, C-Babesia microti barvana po Giemsi v mišjih eritrocitih, D-kinete Babesia bigemina 
barvane po Giemsi v hemolimfi klopa Rhipicephalus mikroplus, E- po Giemsi obarvan histološki preparat 
Babesia bovis v možganskem tkivu goveda, F- detekcija protiteles proti Babesia bigemina s posredno 
fluorescenčno metodo. 
 
2.6.2 Klasični PCR 
 
Z molekularnimi tehnikami je mogoča tudi diagnostika blagih primerov babezioze (Homer 
in sod., 2012). Metode temeljijo na pomnoževanju visoko ohranjenih zaporedij kot je nss-
rDNA. Analiza nukleotidnih zaporedij in primerjava s podatkovno bazo omogoča 
prepoznavanje vrste babezij. Bolniki, ki imajo dokazano DNA parazitov v krvi, imajo 
ponavadi tudi parazitemijo. Prednost molekularnih metod je visoka občutljivost in 
specifičnost, kar jih uvršča med najbolj zanesljive metode dokazovanja babezij (Mosqueda, 
2012). 
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Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, s katero pomnožimo izbrani odsek 
nukleotidov v DNA. To omogoča encim DNA polimeraza, ki med sabo poveže posamezne 
nukleotide in tako tvori pomnožek PCR. Pri metodi so ključni začetni oligonukleotidi, ki 
določijo kateri del zaporedja bo pomnožen in s tem omogočajo specifičnost pomnoževanja. 
To so kratki odseki DNA z znanim zaporedjem, ki je komplementarno tarčni DNA, ki jo 
želimo pomnožiti.  Imajo vlogo podaljška, da lahko DNA polimeraza na njih gradi. 
Verižno reakcijo s polimerazo sestavljajo tri stopnje: denaturacija, hibridizacija in sinteza 
nove DNA. Ta predstavlja matrico, zato koncentracija na novo pomnožene DNA narašča 
eksponentno Po končani reakciji se rezultate pogleda z gelsko elektroforezo (Garibyan in 
Avashia, 2013). 
 
2.6.3 PCR v realnem času 
 
PCR v realnem času deluje po podobnem principu kot klasični PCR, le da je tarčno 
zaporedje možno kvantificirati sproti s spremljanjem fluorescentnega signala, ki ga oddaja 
fluorescentno barvilo ali sonda. S tem se ugotovi, ali je specifično zaporedje prisotno v 
vzorcu. Ima več prednosti od klasičnega. Zaradi sprotnega zaznavanja signala pridobimo 
rezultate hitreje, prav tako je občutljivost višja od analize z gelsko elektroforezo (Chiang in 
sod., 1996).  
 
Tarčno zaporedje gena 18S rRNA je najpogosteje uporabljeno zaporedje za dokaz DNA 
babezij z različnimi vrstami metode PCR. Ohranjeni deli zaporedja predstavljajo dober 
selekcijski marker za parazite. Možna tarčna zaporedja so še zaporedja genov za stresne 
beljakovine Hsp 70 in ITS regije. Obe zaporedji pri babezijah sicer še nista tako dobro 
raziskani kot 18S rRNA in se kljub visoki ohranjenosti zaporedij uporabljata predvsem za 
filogenetske molekularne raziskave (Skotarczak, 2008).  
 
2.6.4 Digitalni PCR 
 
Digitalni PCR je rastoča tehnologija zaznavanja nukleinskih kislin. Je molekularna metoda, 
ki jo uporabljamo za absolutno kvantifikacijo začetnih kopij tarčnega zaporedja nukleinske 
kisline v vzorcu. Absolutna kvantifikacija neposredno kvantificira tarčo, določeno s 
številom pomnožitev, zato pri metodi ne potrebujemo standardov (Wilson in sod., 2015). 
Digitalni PCR s čipi ima 20000 fiksiranih luknjic med katerimi se PCR mešanica porazdeli 
tako, da vsebuje vsaka eno ali nič kopij tarčne DNA. Cilj metode je zaznavanje prisotne 
oziroma odsotne DNA molekule v vsaki posamezni reakcijski vdolbinici preko določanja 
ali je do pomnoževanja prišlo ali ne. Glede na digitalni rezultat (pozitivno/negativno) 
izračunamo koncentracijo tarčnih molekul DNA s Poissonovim modelom (QuantStudio 
DigitalPCR user guide, 2015). 
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2.6.5 Serologija 
S serološkimi metodami ugotavljamo prisotnost specifičnih protiteles v serumu bolnikov. 
Ko je koncentracija parazita v krvi prenizka za detekcijo, predstavljajo te metode dobro 
alternativo za dokaz bolezni (Krause, 2002).  
 
2.6.5.1 Posredna imunofluorescenca (IFA) 
 
Pri metodi posredne imunofluorescence (IFA) protitelesa v serumu bolnika prepoznavajo 
antigene parazita, vezane na testno ploščico. Kompleks antigen-protitelo prepoznajo s 
fluorokromom označena sekundarna protitelesa (Mosqueda, 2012). Slabost metode je 
nizka specifičnost zaradi možne navzkrižne reaktivnosti med nekaterimi vrstami babezij 
(npr. Babesia microti) in drugimi sorodnimi paraziti (Plasmodium spp.) (Priest, 2012), ter 
neprimernost metode za preverjanje večjega števila vzorcev (Irwin, 2009).  
 
2.6.5.2 Encimsko imunska metoda (ELISA) 
 
Antigene vežemo na nosilec, na njih se vežejo protitelesa proti babezijam iz vzorca 
bolnika. Nato dodamo sekundarna protitelesa, ki so označena z encimom (peroksidazo) in 
substrat, da pri razgradnji nastane obarvan kompleks. Prednost metode ELISA je 
objektivnost, možnost branja večjega števila vzorcev (Mosqueda, 2012). 
 
Imunološke metode imajo pomanjkljivosti, saj se protitelesa ne razvijejo pri vseh okuženih 
posameznikih. Razvijejo se v 7 do 10 dneh po okužbi, ter so prisotna še mesece po 
preboleli okužbi, kar lahko poda lažno negativne ali lažno pozitivne rezultate (Homer in 
sod., 2000). 
 
2.7 ZDRAVLJENJE IN PREVENTIVA 
 
Z zdravljenjem okužb starejših in imunsko oslabljenih oseb je potrebno začeti čim prej. Za 
zdravljenje humanih babezioz uporabljamo kombinacijo kinina in klindamicina 7-10 dni. 
(Krause, 2002). Kot dodaten ukrep se v primeru hude okužbe uporabi še transfuzija (Gray 
in sod., 2010). 
 
Dobro aktivnost proti parazitom ima tudi registrirano zdravilo atovakon, še posebej proti B. 
divergens. Proti B. microti se je izkazalo učinkovito zdravljenje s kombinacijo atovakona 
in azitromicina, ki predstavljata priporočeno terapijo pri blažjih primerih, pri akutnih 
primerih pa uporabijo kombinacijo kinina in klindamicina. Pri imunsko oslabljenih 
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bolnikih je učinkovitost zdravil bistveno manjša in je potrebno daljše zdravljenje (Gray in 
sod., 2010). 
 
Edina preventiva je ozaveščanje ljudi ter uporaba primernih oblačil, nanašanje repelentov 
in hitra odstranitev že prisesanih klopov. Takšni ukrepi so še posebej pomembni pri 
imunsko oslabljenih ljudeh, saj je pri njih največja verjetnost za resno obolenje v primeru 
okužbe (Gray in sod., 2010). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
 
V magistrsko nalogo smo vključili klinične vzorce krvi ljudi in živali s sumom na 
babeziozo, pridobljene med leti 2006 in 2014. Vzorci so bili sprejeti na diagnostiko v 
Laboratorij za diagnostiko zoonoz in laboratorij WHO na Inštitutu za mikrobiologijo in 
imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani. Preiskovali smo 25 humanih in 
18 živalskih vzorcev. Humani vzorci so bili odvzeti 8 bolnikom, živalski vzorci pa 18 
psom. 17 humanih vzorcev je pripadalo eni bolnici.  
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Izolacija DNA iz kliničnih vzorcev 
 
Za izolacijo DNA iz vzorcev krvi smo uporabili avtomatsko metodo kompleta EZ1 Virus 
Mini Kit v 2.0 (Qiagen, Hilden, Nemčija).  
 
V biološki varnostni komori smo v delovno stojalo vstavili ustrezno število kartuš z 
reagenti. Vsako kartušo smo dobro pretresli, da smo s tem premešali magnetne delčke. V 2 
ml tubice smo prenesli vzorec. Vzorcu 200 μl krvi smo dodali 200 μl pufra ATL. Ta je 
potreben za lizo krvnih celic. V 1,5 ml tubicah smo zmešali 56,4 μl pufra AVE in 3,6 μl 
nosilca RNA. Pufer AVE je sestavljen iz vode brez RNAz in 0,04% NaN3, ki prepreči rast 
mikroorganizmov in kontaminacijo z RNAzami. V stojali smo vstavili kartuše z reagenti, 
elucijske tubice (1,5 ml), nosilce z nastavki, tubice s pufrom AVE (1,5 ml), tubice z 
vzorcem (2 ml) in tubice za lizo (2 ml). DNA smo eluirali v 60 μl elucijskega pufra AVE. 
Po končani izolaciji smo elucijske tubice v aparatu zaprli. Reagente, nastavke in preostale 
tubice smo zavrgli, delovno postajo pa počistili tako, da smo prižgali UV luč za 30 min. 
Izolirano DNA smo do nadaljnje uporabe shranili v zmrzovalniku pri -20 °C.  
 
3.2.2 Pomnoževanje DNA babezij s klasičnim PCR 
 
Trenutna diagnostična metoda za dokaz babezij v laboratoriju je pomnoževanje babezij s 
klasičnim PCR. Poleg diagnostike omogoča ta metoda določitev nukleotidnega zaporedja, 
kar predstavlja izhodišče za razvoj nove metode pomnoževanja s PCR v realnem času.  
 
Da smo potrdili prisotnost DNA parazita v vzorcih in pridobili njegovo nukleotidno 
zaporedje, smo najprej pomnožili očiščene vzorce nukleinske kisline s klasično metodo 
verižne reakcije s polimerazo.  
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Uporabili smo par začetnih oligonukleotidov PIRO A (5' AATACCCAATCCT- 
GACACAGGG 3' ) in PIRO B (5' TTAAATACGAATGCCCCCAAC 3') (Carret in sod., 
1999). Začetna oligonukleotida omogočata pomnoževanje večine vrst babezij in tejlerij z 
nastankom pomnožka velikosti 407 do 435 bp, odvisno od posamezne vrste. PIRO A in 
PIRO B pomnožujeta odsek regije male podenote ribosomalne RNA (18S rRNA) (Olmeda 
in sod., 1997).  
 
Mešanica PCR:  
 
 12,5 μl Taq-Man Fast Virus 1-Step PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, 
Massachusetts, ZDA)  
  5 μl DNA 
 20 μM 0,5 μl PIRO A 
 20 μM 0,5 μl PIRO B 
  6,5 μl dH2O 
 
 
Pogoji za PCR: 
  
 1 min  94 °C 
 45 sek 94 °C 
 1 min 60 °C                40 x 
 1 min 72 °C 
 
 
Pomnožek reakcije PCR smo nanesli na agarozni gel, da bi tekom elektroforeze 
vizualizirali velikost pomnožka, pridobljenega z metodo klasičnega PCR.  
 
V erlenmajerici smo zatehtali 1 g agaroze (NuSieve, GTG, FMC BioProducts, Rockland, 
ZDA) in dodali 50 ml 1 x pufra TAE (tris/acetat/EDTA) ter  5 μl  barvila SYBR® Safe 
DNA Gel Stain. Barvilo se veže v verige nukleinskih kislin in je vidno pod svetlobo UV. 
Vse smo dobro premešali in segreli v mikrovalovni pečici, saj se s segrevanjem agaroza 
raztopi. S tem smo dobili 2 % agarozni gel, ki smo ga nalili v kadičko-nosilec in počakali, 
da se je gel strdil. Ko se je gel strdil, smo ostranili glavničke in prenesli nosilec z gelom v 
banjico z 1 x pufrom TAE.  
 
10 μl vzorca pomnožene DNA smo zmešali z 2 μl barvila in nanesli v posamezno jamico 
agaroznega gela. V prvo jamico smo dodali 1,5 μl GeneRuler 100 bp plus lestvice (Thermo 
Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA), da smo lahko ugotovili približno velikost 
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pomnožkov. Poleg vzorcev smo vedno preverili tudi negativno kontrolo in pozitivno 
kontrolo pomnoževanja. Banjico smo pokrili s pokrovom. Elektroforeza je potekala 20 min 
pri 120 V. 
 
3.2.3 Določanje nukleotidnega zaporedja 
 
3.2.3.1 Čiščenje pomnožkov PCR 
 
10 μl posameznega vzorca, ki je glede na lestvico ustrezal velikosti 400 bp, smo očistili za 
določitev nukleotidnega zaporedja. Ob tem smo vzorce že pripravili na potek sekvenčne 
reakcije, tako da smo 5 μl vzorca dali v posamezno luknjico mikrotiterske plošče. Vsak 
posamezni vzorec smo razporedili v dve luknjici, saj je bilo treba upoštevati, da je ena 
luknjica namenjena za smerne začetne oligonukleotide in druga za protismerne.  
 
Pomnožke smo očistili z ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent. Pri tem postopku 
encimi hidrolizirajo odvečne začetne oligonukleotide in nukleotide v enem koraku. 
Minimalizira se izguba vzorca, ker ga ni treba več prestavljati pa se posledično zmanjša 
tudi možnost kontaminacije. Ob prvi inkubaciji (37 °C 15 min) pride do delovanja 
encimov s hidrolizo začetnih oligonukleotidov in nukleotidov, druga inkubacija z visoko 
temperaturo (80 °C 15 min) pa inaktivira encime. Pomembno je, da se odstranijo, zato da 
začetni oligonukleotidi in dNTP-ji kasneje ne motijo sekvenčne reakcije. K vzorcem smo 
dodali 1,5 μl mešnice ExoSAP, ki jo sestavljata dva hidrolitična encima: eksonukleaza I in 
rShrimp alkalna fosfataza. Postopek je potekal v napravi Veriti® 96-Well Thermal Cycler 
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA). 
 
3.2.3.2 Sekvenčna reakcija 
 
Po končanem čiščenju pomnožkov PCR smo vzorcem dodali: 
 
 3 μl pufra  
 2 μl terminatorja ˗ BigDye® terminator cycle ready reaction kit (ABI Prism, PE 
Applied Biosystems, Foster City, California, ZDA), fluorescenčno označena 
mešanica dNTP-jev in polimeraze 
 1,3 μl 20 μM smernega oligonukleotidnega začetnika PIRO A 
 1,3 ul 20 μM protismernega oligonukleotidnega začetnika PIRO B 
 8,7 μl vode (Nuclease-free water) 
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Skupno je bilo v vsaki luknjici prisotne 20 μl reakcijske mešanice. Ploščo smo prenesli v 
napravo Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 
ZDA), kjer je po programu potekla sekvenčna reakcija. 
 
Protokol sekvenčne reakcije: 
 
96 °C 1 min 
96 °C 10 sek 
50 °C 5 sek               40×          
60 °C 4 min    
 
3.2.3.3 Čiščenje sekvenčne reakcije 
 
Po končani sekvenčni reakciji je bilo potrebno iz vzorcev s pomnožki očistiti nevgrajene 
sekvenčne terminatorje in soli. Čiščenje temelji na vezavi ostankov reakcije (ioni, 
nevezana barvila, dNTP-ji) na silikatne delce, ki se med centrifugiranjem posedejo na dno 
mikrocentrifugirke. To dosežemo s kompletom BigDye® XTerminator™ (Thermo Fisher 
Scientific, Massachusetts, ZDA). Raztopina SAM™ izboljša delovanje reagenta 
XTerminator in ohranja integriteto pomnožkov sekvenčne reakcije,  XTerminator pa veže 
nevezane ostanke reakcije in tako prepreči nespecifično vezavo barvil.  
 
Najprej smo reagente segreli na sobno temperaturo. Mikrotitersko ploščo smo 
centrifugirali 1 minuto pri 1000 g. Pred pipetiranjem smo preverili, da v reagentu SAM ni 
bilo precipitatov in dodali vsem vzorcem 90 μl raztopine. Reagent XTerminator smo 
stresali na vorteksu vsaj 10 sek pred uporabo, in pazili, da smo prenesli tudi silikatne delce, 
ki se drugače hitro posedejo. Tega smo v vsako luknjico dodali 20 μl. Ploščo z vzorci smo 
tesno zalepili s PCR-folijo in jo stresali na vorteksu 30 min pri 2000 obratov/minuto. 
Zatem smo ploščo še centrifugirali 2 min pri 1000 g. 
 
3.2.3.4 Določanje nukleotidnega zaporedja 
 
Zaporedje nukleotidov smo določili z genetskim analizatorjem 3500 Series Genetic 
Analyzers (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA) na podlagi avtomatske 
kapilarne gelske elektroforeze in spremljanja različnih barv. Laserski čitalec zaznava 
končne nukleotide na osnovi preverjanja pulzov fluorescentnih barv. Genetski analizator je 
povezan z računalnikom, ki bere rezultate in interpretira barve posameznega nukleotida. 
Pri elektroforezi nastane barvna lestvica velikosti teh fragmentov. Najkrajši fragment je 
najhitrejši in pride prvi do detekcijskega okna. Laser v detekcijskem oknu spodbudi 
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fluorescenčne barve, da oddajajo svetlobo valovne dolžine, specifično za barvo. Program 
zbira signale in jih nato analizira. 
 
Pridobljena zaporedja nukleotidov smo analizirali s programom CLC Main Workbench 
(Qiagen, Hilden, Nemčija). V programu smo popravili posamezne nukleotide s 
primerjanjem obeh verig DNA. Z algoritmom BlastN smo primerjali nukleotidno 
zaporedje z zaporedji v bazi (NCBI).  
 
3.2.4 Razvoj PCR v realnem času 
 
3.2.4.1  Iskanje primernih začetnih oligonukleotidov in sonde 
 
Nukleotidna zaporedja babezij, ki smo jih pomnožili s klasičnim PCR, smo v programu 
CLC Main Workbench (Qiagen, Hilden, Nemčija) poravnali in primerjali z znanimi 
zaporedji iz genske banke ter tako določili skupno ohranjeno zaporedje. Znotraj tega 
zaporedja smo iskali možne začetne oligonukleotide in sondo, ki bi jih lahko uporabili za 
razvoj PCR v realnem času in digitalni PCR. 
Upoštevali smo priporočene lastnosti začetnih oligonukleotidov:  
 
 da je vsebnost GC 30-80 % 
 
 talilna temperatura (Tm) med 50 in 65 °C in da se talilna temperatura enega in 
drugega začetnega oligonukleotida med sabo ne razlikujeta za več kot 3 °C  
 
 da ne tvorita sekundarnih struktur 
 
 da niso ponovitve G ali C daljše od treh baz 
 
 da zaporedje para oligonukleotidnih začetnikov ni komplementarno na 3' koncu, da 
ne bi prišlo do tvorjenja dimerov  
 
Začetni oligonukleotidi morajo biti dovolj dolgi, da zagotavljajo specifično pomnoževanje, 
in dovolj kratki, da se z lahkoto vežejo na DNA ob dani temperaturi vezave. Idealna 
velikost pomnožkov za PCR v realnem času ob uporabi sonde TaqMan je med 50 in 150 
baznih parov. 
 
Izbranim parom začetnih oligonukleotidov smo z orodjem BLAST preverili specifičnost. 
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Poleg začetnih oligonukleotidov smo morali poiskati še ustrezna zaporedja za sonde. 
Fluorescentno označene hidrolizirajoče sonde zagotovijo večjo specifičnost pomnoževanja. 
Njihova talilna temperatura mora optimalno biti od 5 do 10 °C višja kot pri začetnih 
oligonukleotidih. 
 
Za fluorescentno barvilo/poročevalec smo izbrali 6-FAM (6-karboksifluorescein), vezan na 
5' koncu sonde in nefluorescirajoč dušilec BHQ1 vezan na 3' koncu.  
 
3.2.4.2 PCR v realnem času 'Bab_Irk' 
 
Po pridobljenih začetnih oligonukleotidih in TaqMan sondi, smo vzorce znova poskusili 
pomnožiti, tokrat z metodo verižne reakcije s polimerazo v realnem času. PCR 'Bab_Irk'  je 
bil specifično prirejen za dokazovanje parazitemije pri bolnici iz Murske Sobote. 
 
S PCR 'Bab_Irk' pomnožujemo tarčno zaporedje znotraj gena 18S rRNA, ki je dolgo 94 
bp. 
 
Ustvarili smo smerni začetni oligonukleotid Bab_Irk_F1 (5' 
CTAGCTGTCGAGAGATAGTTTCGACT 3'), protismerni začetni oligonukleotid 
Bab_Irk_R1 (5' GCATCACAGACCTGTTATTGCCTT 3') in sondo Bab_Irk_P1 (5' 
6FAM-AGAGGGACTCCTGTGCGTCAAGCGTAGGGG-BHQ1 3').  
 
Reakcijska mešanica je vsebovala: 
 
 5 μl DNA 
 5 μl 4 x TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix  
 0,2 μl 50 μM Bab_Irk_F1 
 0,2 μl 50 μM Bab_Irk_R1 
  0,2 μl 20 μM Bab_Irk_P1 
 9,4 μl dH20 
 
Reakcija je potekala pri naslednjem temperaturnem protokolu: 
 
95° C 20 sek 
95 °C 3 sek 
58 °C 3 sek           40 ×          
60 °C 30 sek    
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3.2.4.3 PCR v realnem času 'Bab18S'  
 
Za pomnoževanje  širšega spektra babezij smo uporabili začetne oligonukleotide (Bab18S-
f, Bab18S-r) in sondo (Bab18S-p), ki so jih opisali Stanczak in kolegi. S tem smo želeli 
pomnožiti še ostale babezije, ki se pojavljajo pri nas – B. canis, B. vogeli pri psih. 
 
Uporabljen je bil smerni začetni oligonukleotid Bab18S-f (5' 
CATGAACGAGGAATGCCTAGTATG 3'), protismerni začetni oligonukleotid Bab18S-r 
(5' CCGAATAATTCACCGGATCACTC 3') in sonda Bab18S-p (5' FAM-
AAGTCATCAGCTTGTGCAGATTACGTCCCT-BHQ1 3'). Pomnožek reakcije PCR v 
realnem času 'Bab18S' je dolg 116 bp. 
 
Reakcijska mešanica je vsebovala: 
 
 5 μl DNA 
 5 μl 4 x TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix  
 0,2 μl 50 μM Bab18S-f 
 0,2 μl 50 μM  Bab18-r 
 0,2 μl 20 μM Bab18-p 
 9,4 μl dH20 
 
Reakcija je potekala pri naslednjem temperaturnem protokolu: 
 
95 °C 20 sek 
95 °C 3 sek 
58 °C 3 sek             40 ×          
60 °C 30 sek    
 
 
3.2.5  Digitalni PCR za določanje parazitemije 
 
Vzorce bolnice iz Murske Sobote z babeziozo smo pomnožili še z digitalnim PCR z 
namenom kvantifikacije parazitemije. Vzorce smo redčili do mejne koncentracije, tako da 
nekatere luknjice niso vsebovale tarčnih molekul. Koncentracijo DNA v vzorcu smo 
izmerili s Qubit 3.0 fluorometrom (Thermo Fisher Scientific, Massachusets, ZDA) s 
fluorescentnimi barvili. Fluorescentna barvila oddajajo svetlobo le, ko se vežejo na tarčne 
molekule, kar daje zanesljive rezultate.  
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Količino humane DNA v vzorcu smo določili s komercialnim kompletom TaqMan® 
RNase P Detection Reagents, ki pomnožuje tarčno zaporedje humanega gena za RNAzo P. 
 
Mešanica PCR za kvantifikacijo humane DNA v vzorcih: 
 
 10 μl 2 x TaqMan Universal PCR Master Mix 
 1 μl 20 x RNAse P Primer-Probe mix 
 6,5 μl dH20 
 2,5 μl vzorca ali standarda 
 
Glede na dobljeno razmerje med humano in parazitsko DNA smo vzorec redčili 10 x in 
1000 x  (10-2 in 10-3). Optimalno mora vsaka luknjica čipa (20000 luknjic) vsebovati med 
0,6 do 1,6 kopij tarčnega zaporedja (QuantStudio DigitalPCR user guide). 
 
V mešanico za digitalni PCR smo dodali: 
 
 7,5 μl digitalni Digital PCR Master mix (Thermo Fisher Scientific, Massachusets,   
ZDA) 
  0,3 μl 50 μM Bab18S-f ali 50 μM Bab_IrkF1 
  0,3 μl 50 μM Bab18S-r ali 50 μM Bab_IrkR1 
  0,2 μl 20 μM Bab18S-p ali 50 μM Bab_IrkP1 
  5,25 μl vode 
  1,5 μl vzorca DNA 
 
Vse reagente smo dali v mikrocentrifugirko in jih rahlo premešali ter centrifugirali. Pri 
QuantStudio™ 3D Digital PCR System vzorce nanesemo na čipe (QuantStudio™ 3D 
Digital PCR v1 Chip). 
 
S čipi je potrebno ravnati previdno, jih prijeti ob straneh, da ne bi kontaminirali površine, 
kjer potekajo reakcije PCR. Nov čip smo vzeli iz vrečke in ga vstavili v ustrezno vdolbino 
naprave, namenjene pripravi čipov. Namestili smo nastavek namenjen nanosu vzorcev. Čip 
je bilo potrebno neprodušno zapreti, zato smo 'pokrovu' čipa odlepili rdeči varnostni film, s 
čimer smo dobili lepljivo površino. Previdno smo položili pokrov z lepljivo površino v 
ustrezno vdolbino. 15 μl pripravljene mešanice reakcije smo nanesli v odprtino na glavi 
nastavka za nanos vzorcev in ob tem pazili, da niso nastali zračni mehurčki. Vloga 
nastavka je, da samodejno nanese vzorec sorazmerno in v tankem sloju po celotni površini 
čipa, da se zapolni čim več luknjic. Po tem, ko je bil vzorec nanešen, smo z brizgalko 
dodali nekaj kapljic imerzijskega olja neposredno na čip, dokler ni tekočina prekrila 
celotne površine čipa. Nato smo na čip zalepili pokrov. Zatem smo dodali imerzijsko olje 
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še v luknjo med  čipom in pokrovom. Vrh luknje smo zapolnili z lepilom/tesnilom. Tesno 
zaprt čip smo dali pod UV lučko za 15 s, da se je lepilo posušilo. Čip smo prestavili v 
aparat SimpliAmp (Thermo Fisher Scientific, Massachusets, ZDA). 
 
Reakcija je potekala pri naslednjem temperaturnem protokolu: 
 
95 °C 20 sek 
95 °C 3 sek 
58 °C 3 sek             40 ×          
60 °C 30 sek     
 
Analizo rezultatov smo naredili s programskim kompletom QuantStudio™ 3D 
AnalysisSuite™ Software (Thermo Fisher Scientific, Massachusets, ZDA). Čip smo 
prenesli v aparat QuantStudio™ 3D digital (Thermo Fisher Scientific, Massachusets, 
ZDA), kjer je program avtomatsko preštel pozitivne in negativne luknjice in preračunal 
koncentracijo s statističnimi metodami.  
 
Določil je tudi, ali so podatki na čipu ustrezni kar se tiče nanašalnih, signalnih in hrupnih 
značilnosti in prikazal kontrolo kvalitete za vsak čip. Kontrola kvalitete temelji na številu 
delitev, ki presežejo izbrani prag, glede na skupno število pravilno napolnjenih luknjic. 
Program naredi statistično analizo rezultatov z zaznavanjem in merjenjem absolutnega in 
relativnega števila odčitkov tarčnih pomnožkov. 
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4 REZULTATI 
4.1 POMNOŽEVANJE S KLASIČNIM PCR IN UGOTAVLJANJE VRST BABEZIJ 
 
S klasičnim PCR smo pomnožili tarčno zaporedje na genu 18S rRNA. DNA babezij smo 
dokazali pri 12 od 18 preiskovanih vzorcev psov (66,7 %) in pri eni bolnici iz Murske 
Sobote. Pri preiskovani bolnici smo imeli na voljo 17 zaporednih vzorcev, ki so bili 
odvzeti od 1. (14. 8. 2014) do 89. dne (22. 12. 2014) od začetka njenega bolnišničnega 
zdravljenja. Z metodo klasičnega PCR smo v prvih 13 zaporednih vzorcih (do vključno 30. 
9. 2014) dokazali DNA babezije (Preglednica 1, Priloga H).  
 
Nadalje smo želeli ugotoviti, katera vrsta babezije povzroča okužbe pri psih in ljudeh v 
Sloveniji, zato smo določili nukleotidno zaporedje. Ugotovili smo, da so bili vsi pozitivni 
psi okuženi z B. canis, medtem ko pri bolnici nismo mogli natančno določiti vrste babezije. 
Najbolj soroden sev (97 % sorodnost) – Babesia sp. Irk- lp256 so pomnožili iz klopa 
Ixodes persulcatus na območju Sibirije (regija Irkutsk). Pridobljeno tarčno zaporedje je 
bilo sorodno tudi vrsti Babesia crassa, ki je bila v Evropi izolirana iz ovc (96 % 
sorodnost).  
 
Preglednica 1: Rezultati pomnoževanja pasjih in humanih vzorcev s klasičnim PCR 
Vrsta vzorca Pozitivni Negativni Skupaj 
Pasji 12 6 18 
Humani 13 13 26 
 
4.2 REZULTATI POMNOŽEVANJA S PCR V REALNEM ČASU 'Bab_Irk' 
 
4.2.1 Specifičnost 'Bab_Irk' 
 
Specifičnost metode smo preverjali z naslednjimi mikroorganizmi: C. albicans, C. cruzei, 
Aspergillus sp., Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, 
Plasmodium vivax, Cryptosporidium parvum, Theileria equi in Toxoplasma gondii. 
Metoda je bila 100 % specifična, saj nismo pomnožili DNA nobenega drugega 
mikroorganizma.  
 
4.2.2 Občutljivost 'Bab_Irk' 
 
Občutljivost metode smo določili glede na standardno umeritveno krivuljo, ki smo jo 
pridobili s kvantifikacijo vzorca z digitalnim PCR (Preglednica 2, Priloga D, Priloga E). 
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Preglednica 2: Občutljivost PCR v realnem času 'Bab_Irk' 
Vzorec  Ct Log števila kopij Število kopij (kopije/µl) 
D5488 9,16 16,97 2,3*107 
10-1 12,32 15,12 3,7*106 
10-2 15,93 13,00 4,4*105 
10-3 20,47 10,34 3,1*104 
10-4 24,52 7,97 2,9*103 
10-5 29,28 5,18 1,8*102 
10-6 33,69 2,60 1,4*101 
 
Občutljivost PCR v realnem času 'Bab_Irk' je 14 kopij/µl (Preglednica 2, Priloga E). 
 
4.2.3 Ponovljivost 'Bab_Irk' 
 
Ponovljivost smo preverili s 3 ponovitvami znotraj enega pomnoževanja v treh različnih 
dneh. Uporabili smo vzorec s standardno koncentracijo in redčitve od 10-1 do 10-6. 
Notranja varianca metode je bila od 0,01-0,49, koeficient variance pa je bil od 0,02-2,32 % 
(Preglednica 3, Priloga F).  
 
Preglednica 3: Rezultati testa ponovljivosti PCR v realnem času 'Bab_Irk' 
Vzorec 
 
Povprečni 
Ct 
Notranja varianca Koeficient variance (%) STDEV 
D5488 9,44 0,05 0,48 0,26 
10-1 12,53 0,01 0,02 0,06 
10-2 16,27 0,12 0,69 0,42 
10-3 20,77 0,49 2,32 0,86 
10-4 25,05 0,47 1,87 0,84 
10-5 28,92 0,39 1,33 0,77 
10-6 33,69 0,03 0,07 0,20 
 
4.2.4 Pregled vzorcev z 'Bab_Irk' 
 
Metodo PCR v realnem času 'Bab_Irk' smo razvili za specifično pomnoževanje babezijske 
DNA iz vzorcev bolnice za namen kvantifikacije parazitemije. DNA babezij smo dokazali 
pri 14/17 (82,4 %) zaporednih preiskovanih vzorcih bolnice iz Murske Sobote. Želeli smo 
preveriti tudi pomnoževanje pasjih vzorcev. 0/18 (0 %) pasjih vzorcev se ni pomnožilo z 
metodo PCR v realnem času 'Bab_Irk'. Vzorci ostalih bolnikov s sumom na babeziozo so 
bili negativni (Preglednica 4, Priloga H). Metoda PCR v realnem času je bolj občutljiva od  
klasične metode PCR. 
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Preglednica 4: Rezultati pomnoževanja pasjih in humanih vzorcev s PCR v realnem času 'Bab_Irk' 
Vrsta vzorca PCR v realnem času (Bab_Irk)-pozitivni 
PCR v realnem času 
 (Bab_Irk)-negativni Skupaj 
Pasji 0 18 18 
Humani 14               12               26 
    
 
4.3 REZULTATI POMNOŽEVANJA S PCR V REALNEM ČASU 'Bab18S' 
 
4.3.1 Specifičnost 'Bab18S' 
 
Specifičnost metode smo preverjali z naslednjimi mikroorganizmi: C. albicans, C. cruzei, 
Aspergillus, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, 
Plasmodium vivax, Cryptosporidium parvum, Theileria equi in Toxoplasma gondii. Poleg 
babezije smo pozitiven rezultat dobili tudi pri Criptosporidium parvum.  
 
4.3.2 Občutljivost 'Bab18S' 
 
Občutljivost smo določili glede na standardno umeritveno krivuljo, ki smo jo pridobili s 
kvantifikacijo vzorca z digitalnim PCR (Preglednica 5, Priloga B, Priloga C).  
 
Preglednica 5: Občutljivost PCR v realnem času 'Bab18S' 
Vzorec  Ct Log števila kopij Število kopij DNA (kopije/µL) 
D999 15,22 14,98 3,3*106 
10-1 17,75 13,41 6,7*105 
10-2 22,25 10,61 4,1*104 
10-3 25,87 8,36 4,3*103 
10-4 30,65 5,38 2,2*102 
10-5 36,51 1,74 6,0*100 
 
Občutljivost PCR v realnem času 'Bab18S' je 6 kopij/µl (Preglednica 5, Priloga C). 
 
4.3.3 Ponovljivost 'Bab18S' 
 
Ponovljivost smo preverili s 3 ponovitvami znotraj enega pomnoževanja v treh različnih 
dneh. Uporabili smo vzorec s standardno koncentracijo in redčitve od 10-1 do 10-6. 
Notranja varianca metode je bila od 0,02-0,32, koeficient variance pa je bil od 0,11-1,40 % 
(Preglednica 6, Priloga G).  
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Preglednica 6: Rezultati testa ponovljivosti PCR v realnem času 'Bab18S' 
Vzorec Povprečni Ct Notranja varianca Koeficient variance STDEV 
D999 15,22 0,02 0,11 0,17 
10-1 17,75 0,03 0,14 0,20 
10-2 22,25 0,32 1,40 0,69 
10-3 25,87 0,15 0,56 0,47 
10-4 30,65 0,08 0,23 0,33 
10-5 36,51 0,14 0,37 0,46 
 
4.3.4 Pregled vzorcev 'Bab18S' 
 
Z 'Bab18S' smo uspešno pomnožili tarčna zaporedja vrste Babesia canis. Potrdili smo 
rezultate, pridobljene s klasičnim PCR, in pomnožili babezijsko DNA pri 14/18 (77,7 %) 
pasjih vzorcih. S PCR v realnem času 'Bab18S' smo pomnožili vzorce bolnice iz Murske 
Sobote. Rezultati so se ujemali s tistimi, pridobljenimi s PCR v realnem času 'Bab_Irk', 
14/26 (53,9 %) vzorcev je bilo pozitivnih (Preglednica 7, Priloga H). Metoda PCR v 
realnem času se je glede na rezultate izkazala za bolj občutljivo od klasične metode PCR. 
 
 
Preglednica 7: Rezultati pomnoževanja pasjih in humanih vzorcev s PCR v realnem času 'Bab18S' 
Vrsta vzorca PCR v realnem času (Bab18S)-pozitivni 
PCR v realnem času 
(Bab18S)-negativni Skupaj 
Pasji 14 4 18 
Humani 14 12 26 
 
 
4.4. POTEK PARAZITEMIJE  
 
Za prikaz poteka parazitemije pri pozitivni bolnici smo uporabili metodo PCR v realnem 
času 'Bab_Irk', ki smo jo razvili specifično za sev babezije, s katerim je bila okužena 
bolnica. 
 
S fluorometrom smo v vzorcu D5490 izmerili 73,8 ng DNA v 1 μl vzorca.  
 
mDNA v vzorcu x Vvzorca pri dPCR = 73,8 ng x 1,5 μl = 110,7 ng/reakcijo dPCR 
 
V vzorcu D5490 (110,7 ng/μl DNA) je bilo prisotne 81,3 % humane DNA (90 ng humane 
DNA in 20,7 ng DNA babezije). 
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mDNA babezije v vzorcu / mgenoma babezije = 20*10-9 g /1,59*10-14 g = 1257862 = 12,5*105 
V neredčenem vzorcu volumna 1,5 µl je približno 1250000 kopij genoma babezije.  
 
10 x redčeno (10-1) = 125000 kopij 
100 x redčeno (10-2) = 12500 kopij 
1000 x redčeno (10-3) =1250 kopij 
10000 x redčeno (10-4) = 125 kopij 
 
Glede na število kopij tarčnega zaporedja, ki smo jih pridobili z digitalnim PCR, smo 
preračunali koncentracijo DNA v vzorcih krvi pozitivne bolnice (Preglednica 8). 
Babezijska DNA se je med hospitalizacijo bolnice zniževala (Slika 4). Najnižja zaznana 
koncentracija je bila 89. dan bolezni (10. 11. 2014). Takrat smo s PCR v realnem času 
'Bab_Irk' zaznali 100 kopij babezijske DNA na µl (Preglednica 8, Priloga H). 
 
Preglednica 8: Preračunana koncentracija celic glede na Ct pri Bab_Irk 
Številka vzorca 
DNA   Datum sprejema Ct ('Bab_Irk') Število kopij (c/µl) 
Število kopij 
(c/ml) 
D5486 14. 8. 2014 7,34 6,8*107 6,8*1010 
D5487 15. 8. 2014 7,81 5,1*107 5,1*1010 
D5488 15. 8. 2014 9,89 1,5*107 1,5*1010 
D5489 16. 8. 2014 10,24 1,2*107 1,2*1010 
D5490 18. 8. 2014 13,24 2,2*106 2,2*109 
D5491 18. 8. 2014 12,44 3,5*106 3,5*109 
D5503 19. 8. 2014 14,93 7,9*105 7,9*108 
D5504 20. 8. 2014 16,77 2,7*105 2,7*108 
D5505 21. 8. 2014 18,83 8,1*104 8,1*107 
D5509 25. 8. 2014 20,28 3,5*104 3,5*107 
D5519 4. 9. 2014 20,77 2,6*104 2,6*107 
D5520 4. 9. 2014 21,84 1,4*104 1,4*107 
D5546 16. 9. 2014 23,63 4,9*103 4,9*106 
D5562 30. 9. 2014 25,73 1,4*103 1,4*106 
D5618 10. 11. 2014 30,24 1*102 1*105 
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Slika 4: Časovni potek parazitemije, izmerjene z molekularnimi metodami 
 
Prvi dan hospitalizacije je bila parazitemija s pregledom razmaza pod mikroskopom 
ocenjena na 1%. Rezultati PCR v realnem času 'Bab_Irk' so takrat pokazali 6,8*1010 kopij 
DNA/ml. Prisotnost babezij v krvi se je med hospitalizacijo zniževala. 25. 8. 2014 je bila 
zaznana koncentracija parazitov z mikroskopom nižja od 0,1 % in od takrat se razmazi več 
niso pregledovali. V istem vzorcu smo izmerili 3,5*107 kopij DNA/ml (Priloga H). Metoda 
PCR v realnem času je bolj občutljiva od pregleda razmazov pod mikroskopom.
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5 RAZPRAVA 
Čeprav je za diagnostiko babezij na voljo več različnih metod, so novejše molekularne 
metode najučinkovitejše med vsemi, kljub temu pa za zlati standard laboratorijske 
diagnostike babezij še vedno velja mikroskopski pregled krvnega razmaza, barvanega z 
barvilom po Giemsi (Teal in sod., 2012). Mikroskopija omogoča identifikacijo parazita le 
do rodu, zaradi podobnih morfoloških lastnosti pa lahko babezijo tudi zamenjamo s 
povzročiteljem malarije – plazmodijem (Souza in sod., 2016). Parazite v vzorcu bolnika, ki 
se že zdravi, na podlagi morfologije opazimo še težje, čeprav imajo takrat bolniki še vedno 
relativno nizek Ct (Teal in sod., 2012). Občutljivost mikroskopskega razmaza znaša 100-
500 parazitov/µl ali 0,002-0,1 % okuženih eritrocitov, kar otežuje diagnostiko pri 
kroničnih okužbah in bolnikih z nizkim deležem parazitemije (Wang, 2015, Wang in sod. 
2015). Molekularne metode presegajo te omejitve in omogočajo identifikacijo organizmov 
do vrste natančno (Rollend in sod., 2013). Zaradi višje občutljivosti z njimi zaznavamo 
nižjo koncentracijo DNA parazitov v krvi (Teal in sod., 2012). 
 
Zaporedje 18S rRNA je dobro ohranjeno znotraj vrst babezij in je prisotno v večjem številu 
kopij v genomu. Paraziti iz debla trosovcev imajo med 2 do 5 kopij gena 18S rRNA, kar 
pomeni, da detekcija gena sovpada s parazitemijo 5-10 parazitov/µl ali 0,0001 % okuženih 
eritrocitov (Teal in sod., 2012). Pri naši bolnici so v Laboratoriju za parazitologijo Inštituta 
za mikrobiologijo in imunologijo s pregledom krvnega razmaza nazadnje določili 0,1 % 
parazitemijo, med tem ko smo s PCR v realnem času dokazali 100 kopij DNA/µl, kar 
pomeni, da je metoda 'Bab_Irk' bolj občutljiva od mikroskopskega razmaza. Potrdili smo 
hipotezo, da je metoda PCR v realnem času bolj občutljiva od pregleda razmazov pod 
mikroskopom. Pri vzorcih z dovolj nizko parazitemijo, odvzetih od 22. dne od začetka 
hospitalizacije, z mikroskopijo nismo več zaznali prisotnosti babezije. Do podobne 
ugotovitve so prišli tudi Teal in sod. leta 2012, saj pri treh vzorcih, ki so bili pozitivni z 
metodo PCR v realnem času, niso več mogli dokazati parazitemije z mikroskopskim 
pregledom razmaza (Teal in sod., 2012).  
 
Pomnoževanje gena za 18S rRNA je najpogostejši pristop za razlikovanje med vrstami 
babezij. Ta zaporedja vsebujejo hipervariabilne odseke, katere obdajajo visoko ohranjene 
regije, ki omogočajo pomnoževanje širokega spektra Babesia spp. Razlike v zaporedjih 
18S rRNA skupin babezij, ki so daljno sorodne, otežujejo razvoj PCR-ja, ki bi pomnožil 
DNA vseh vrst babezij, ne pa tudi ostalih evkariontov (Qurollo in sod., 2017). To je razlog, 
zakaj naš prvi poskus iskanja začetnih oligonukleotidov in sonde, ki bi obenem 
pomnoževali tarčno zaporedje gena 18S rRNA izoliranega humanega seva Babesia sp. Irk 
ter ostalih vrst babezij, ni uspel. Konstruirani začetni oligonukleotidi so pomnoževali 
nespecifična zaporedja DNA, zato so bili rezultati večkrat lažno pozitivni. Nastajali so 
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nespecifični pomnožki, tudi v primeru negativne kontrole. Predvidevamo, da je prihajalo 
do zunanjih kontaminacij z evkariontsko DNA.  
 
Poleg gena 18S rRNA se za dokaz babezije s PCR v realnem času uporablja še gen ITS 
('Internal transcribed spacer'), ki se pogosto uporabi za razlikovanje med podvrstami ali 
zelo sorodnimi vrstami babezij. Izkazal se je za uporabnega pri razlikovanju med 
podvrstami B. canis (B. canis vogeli, B, canis canis, B. canis rossi) (Costa-Junior in sod., 
2012). Ker naše tarčne vrste babezij niso bile tako ozko sorodne in ker so zaporedja tega 
gena v bazi podatkov zelo omejena, se nismo odločili za izbiro regije ITS. Glede na 
nastanek nespecifičnih pomnožkov in omejenih podatkov zaporedja ITS smo se odločili za 
razvoj začetnih oligonukleotidov, ki pomnožujejo le tarčno zaporedje gena 18S rRNA 
izoliranega seva Babesia sp. Irk. Razvili smo visoko občutljiv in specifičen PCR v realnem 
času, ki pomnožuje tarčno zaporedje humane babezije, ki se je pojavila v Sloveniji. Ker so 
v Sloveniji pogoste tudi okužbe psov z B. canis (Duh in sod., 2004), smo v rutino uvedli še 
PCR v realnem času 'Bab18S', ki pomnožuje vrste B. canis, B. venatorum in B. divergens. 
PCR v realnem času 'Bab18S' je uspešno pomnoževal tudi humani sev Babesia sp. Irk. Z 
določitvijo nukleotidnega zaporedja smo ugotovili, da je Babesia sp. Irk ožje sorodna 
predstavnikom VI. skupine babezij. Pridobljeno tarčno zaporedje je bilo sorodno tudi vrsti 
Babesia crassa, ki je bila v Evropi pomnožena iz ovc (96 % sorodnost) (Hamšiková in 
sod., 2016).  
 
Občutljivost PCR v realnem času 'Bab18S' je znašala 14 kopij gena/µl, občutljivost 
Bab_Irk pa 6 kopij gena/µl. Občutljivost uporabljenih metod je primerljiva z drugimi 
raziskavami razvoja PCR v realnem času, npr. občutljivost metode, ki so jo razvili Teal in 
sod. znaša 20 kopij gena/µl (Teal in sod., 2012), Rollend s sod. 2 kopiji gena/µl (Rollend 
in sod., 2013) in Souza 12 kopij gena/µl (Souza in sod., 2016). Tudi te metode so temeljile 
na pomnoževanju zaporedij gena 18S rRNA ožje sorodnih vrst babezij, ni pa bila še razvita 
metoda PCR v realnem času, ki bi specifično pomnoževala gen 18S rRNA vseh vrst 
babezij (Qurollo, 2017).  
 
Pri 'Bab18S' se je varianca ponovljivosti metode gibala od 0,11 % do 1,40 %. Pri 'Bab_Irk' 
se je varianca ponovljivosti metode gibala od 0,02 % do 2,32 %. Tolikšna odstopanja so še 
sprejemljiva. Za odstopanja so večinoma krive manjše napake ob pipetiranju ali 
nehomogena razporejenost DNA v redčitvah. Že ob dodanem malo večjem/manjšem 
volumnu DNA se koncentracija kvantificirane DNA precej spremeni. Za čimbolj točne 
rezultate je zato ključno pazljivo pipetiranje. V povprečju so Ct pomnoževanja humanega 
seva pri istem vzorcu pri 'Bab_Irk' za 3,5 nižji kot pri 'Bab18S', kar pomeni, da PCR v 
realnem času  'Bab_Irk' učinkovitejše pomnožuje tarčno zaporedje kot PCR 'Bab18S'. 
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Da smo pridobili podatke o koncentraciji pomnožene DNA smo uporabili digitalni PCR. 
Glavna prednost digitalnega PCR je, da ne potrebuje standardov za kvantifikacijo DNA v 
preiskovanih vzorcih. Digitalni PCR za dokaz ožje sorodnih B. microti in B. duncani se je 
izkazal za uporabnega v diagnostiki babezij leta 2015, ko so ga razvili za pomnoževanje 
regije ITS. Metoda je bila uporabljena kot občutljiva metoda spremljanja parazitemije v 
glodavcih (Wilson in sod., 2015). Mi smo s podatki, pridobljenimi z digitalnim PCR, 
določili standarde za PCR v realnem času in natančno izmerili potek parazitemije pri 
bolnici. S spremljanjem upadanja parazitemije smo spremljali tudi potek in uspešnost 
zdravljenja. Pred začetkom zdravljenja (1. dan) je bilo število kopij tarčnega zaporedja 
6,7*107 kopij/µl. Potem je število kopij postopoma začelo padati. Opazili smo, da je število 
kopij med potekom zdravljenja vmes vseeno malo naraščalo, kar je značilno za parazite. 
Pri parazitih koncentracija pogosto niha ali pride do reaktivacije, še posebej pri imunsko 
oslabljenih osebah (Krause in sod., 1998, 2008). Tudi v vzorcih naše bolnice je babezija 
vztrajala 3 mesece po okužbi. Možno je, da smo pri zadnjih opravljenih meritvah s PCR 
zaznavali le DNA parazitov, ki je lahko prisotna še nekaj časa po aktivni okužbi, zato bi 
lahko bili končni rezultati PCR tudi lažno pozitivni (Dinko in sod., 2013). 
Devetinosemdeseti dan od začetka zdravljenja s klasičnim PCR nismo več zaznali DNA 
babezije v vzorcih krvi, medtem ko smo s PCR v realnem času 'Bab_Irk' še vedno 
pomnožili tarčni odsek. S tem smo potrdili hipotezo, da je metoda PCR v realnem času bolj 
občutljiva od klasičnega PCR. V raziskavi so Rollend in sodelavci primerjali občutljivost 
klasičnega PCR in PCR v realnem času za dokaz babezij v klopih in potrdili, da je PCR v 
realnem času občutljivejša metoda, s katero dlje časa dokažemo DNA babezij v vzorcih 
(Rollend in sod., 2013). Poleg nižje občutljivosti je pri klasičnem PCR večja možnost 
kontaminacije, saj je več prenašanja in dela s pomnoženo DNA, poleg tega je metoda bolj 
zamudna (Souza in sod., 2016).  
 
PCR v realnem času 'Bab_Irk', ki pomnožuje sev Babesia sp. Irk, je 100 % specifična za 
dokaz babezij v vzorcih, saj nismo pomnožili nobenega sorodnega organizma. S PCR v 
realnem času 'Bab18S' smo pomnožili tudi DNA parazita Cryptosporidium parvum. 
Cryptosporidium parvum povzroča gastrointestinalne okužbe in je ob okužbi prisoten v 
prebavnem traktu, zato za dokaz okužbe navadno preiskujemo vzorce blata (Abrahamsen, 
2004), medtem ko pri babeziozi dokazujemo parazite v krvi bolnika. Prav zato smo 
zaključili, da kljub temu, da PCR v realnem času 'Bab18S' ni 100 % specifična za dokaz 
babezioze, je primerna za uporabo v laboratorijski diagnostiki. 
 
Metodi PCR v realnem času, ki smo ju razvili z magistrsko nalogo, sta občutljivi in 
specifični za dokaz babezij v kliničnih humanih in pasjih vzorcih. Zaključimo lahko, da je 
PCR v realnem času hitra in praktična metoda za dokazovanje babezioze v laboratorijski 
diagnostiki ter da je veliko bolj občutljiva od mikroskopskega pregleda krvnega razmaza. 
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PCR v realnem času je zato zelo uporabna za presejalno testiranje pri darovalcih krvi iz 
endemičnih območij ter za raziskave razširjenosti babezije med živalskimi gostitelji (Teal 
in sod., 2012). 
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6 SKLEPI 
 Razviti metodi PCR v realnem času sta hitri in občutljivi metodi za dokaz babezij v 
kliničnih vzorcih. 
 
 PCR v realnem času je primerna metoda za natančno spremljanje parazitemije in 
poteka ter uspešnosti zdravljenja pri bolnikih z babeziozo. 
 
 Metoda PCR v realnem času je občutljivejša in bolj specifična od klasičnega PCR 
ter mikroskopskega pregleda krvnega razmaza. 
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7 POVZETEK 
Babezija je parazit, ki sodi v deblo trosovcev. S klopom se prenese na ljudi in živali, kjer 
lahko povzroči okužbo (Hunfeld in sod., 2008). Babezioza pogosto poteka brez kliničnih 
znakov, v težji obliki pa vodi do hude hemolitične anemije (Gray in sod., 2010). Zlati 
standard dokazovanja babezioze je neposredni mikroskopski pregled krvnega razmaza 
barvanega z barvilom po Giemsi, s katerimi ne moremo določiti babezije do vrste natančno 
(Hunfeld in sod., 2008). Babeziozo lahko dokažemo tudi z metodo posredne 
imunofluorescence, ki pa ni primerna pri imunsko oslabljenih bolnikih (Bloch in sod., 
2013). 
 
 Z magistrsko nalogo smo razvili PCR v realnem času za dokaz DNA babezij, ki 
povzročajo okužbe pri ljudeh in živalih v Sloveniji in s tem olajšali ter skrajšali čas do 
laboratorijskega izvida. Dokazali smo, da je metoda PCR v realnem času občutljivejša in 
bolj specifična od neposrednega mikroskopskega pregleda preparata krvi ter klasičnega 
PCR. S konstrukcijo degeneriranih začetnih oligonukelotidov na ohranjenih delih genoma 
je možen sočasen dokaz različnih patogenih vrst babezij. Kot selekcijski marker  smo 
uporabili gen 18S rRNA, ki vsebuje hipervariabilne odseke, obdane z visoko ohranjenimi 
regijami. Razvili smo visoko specifičen in občutljiv PCR v realnem času, ki pomnožuje 
sev humane babezije Babesia sp. Irk, ki so ga dokazali leta 2014 pri imunsko oslabljeni 
bolnici iz Prekmurja. S kvantifikacijo z digitalnim PCR smo spremljali potek parazitemije 
in zdravljenja pri bolnici ter dokazali babezijsko DNA tudi po 89. dneh zdravljenja, ko so 
bili rezultati ostalih metod že negativni. Zato lahko zaključimo, da je PCR v realnem času 
hitra, visoko občutljiva in enostavna metoda, ki omogoča dokaz babezioze v zgodnjih 
fazah bolezni ter spremljanje poteka zdravljenja s kvantifikacijo parazitemije (Skotarczak, 
2008).  
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PRILOGE 
Priloga A: Imena in zaporedja začetnih oligonukleotidov in sonde za PCR v realnem času 
Patogen Tarča Ime Zaporedje (5'-3') 
Velikost 
pomnožka 
(bp) 
 
Babesia 
sp. Irk 
 
18S 
rRNA 
Bab_Irk_F1 CTAGCTGTCGAGAGATAGTTTCGACT      94 bp 
   Bab_Irk_R1 GCATCACAGACCTGTTATTGCCTT 
  Bab_Irk_P1 
 
6FAM-
AGAGGGACTCCTGTGCGTCAAGCGTAGGGG-
BHQ1 
 
 
Babesia 
spp. 
18S 
rRNA 
Bab18S-f CATGAACGAGGAATGCCTAGTATG    116 bp 
  
Bab18S-r CCGAATAATTCACCGGATCACTC  
     
  
Bab18S-p FAM-AAGTCATCAGCTTGTGCAGATTAC 
GTCCCT-BHQ1 
 
 
 
 
Priloga B: Število kopij glede na rezultate digitalnega PCR za PCR v realnem času 'Bab18S'  
Bab 18S-p Redčitev Ct Naravni logaritem števila celic 
Število kopij 
DNA 
(kopije/µl) 
Število kopij DNA 
(kopije/ml) 
S1 10-1 18,93 12,81 3,7*105 3,7*108 
S2 10-2 22,12 10,51 3,7*104 3,7*107 
S3 10-3 26,05 8,21 3,7*103 3,7*106 
S4 10-4 29,81 5,90 3,7*102 3,7*105 
S5 10-5 33,61 3,58 3,7*101 3,7*104 
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Priloga C: Umeritvena krivulja za PCR v realnem času 'Bab18S'  
   
 
 
Priloga D: Število kopij glede na rezultate digitalnega PCR za PCR v realnem času 'Bab_Irk' 
Bab_Irk Redčitev Ct Naravni logaritem števila kopij 
Število kopij 
DNA 
(kopije/µl) 
Število kopij DNA 
(kopije/ml) 
S1 10-1 16,72 12,51 2,7*105 2,7*108 
S2 10-2 20,71 10,20 2,7*104 2,7*107 
S3 10-3 24,65 7,91 2,7*103 2,7*106 
S4 10-4 28,68 5,61 2,7*102 2,7*105 
S5 10-5 32,38 3,30 2,7*10 2,7*104 
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Priloga E: Umeritvena krivulja za PCR v realnem času 'Bab_Irk' 
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Priloga F: Rezultati testa ponovljivosti PCR v realnem času 'Bab_Irk' 
Vzorec   Ct  Notranja varianca 
Koeficient 
variance        STDEV 
D5488 
pon.I 9,67 
pon.II 9,50 
pon.III 9,16 
povprečje 9,44 0,05 0,48 %    0,26 
D5488 - 10-1 
pon.I 12,59 
pon.II 12,48 
pon.III 12,52 
povprečje 12,53 0,01 0,02 %    0,06 
D5488 - 10-2 
pon.I 16,73 
pon.II 16,16 
pon.III 15,93 
povprečje 16,27 0,12   0,69 %     0,42 
D5488 - 10-3 
pon.I 21,73 
pon.II 20,11 
pon.III 20,47 
povprečje 20,77 0,49    2,32 %     0,86 
D5488 - 10-4 
pon.I 26,02 
pon.II 24,62 
pon.III 24,52 
povprečje 25,05 0,47    1,87 %      0,84 
D5488 - 10-5 
pon.I 29,44 
pon.II 28,05 
pon.III 29,28 
povprečje 28,92  0,39               1,33 % 0,77 
D5488 - 10-6 
pon.I 33,78    
pon.II 33,47    
pon.III 33,82    
povprečje 33,69           0,03  0,07 %          0,20 
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Priloga G: Rezultati testa ponovljivosti PCR v realnem času 'Bab18S' 
Vzorec Ct Notranja varianca 
Koeficient 
variance    STDEV 
D999 
pon.I 15,1 
pon.II 15,15 
pon.III 15,40 
povprečje 15,22 0,02 0,11 % 0,17 
D999 - 10-1 
pon.I 17,53 
pon.II 17,80 
pon.III 17,91 
povprečje 17,75 0,03 0,14 % 0,20 
D999 - 10-2 
pon.I 22,13 
pon.II 21,63 
pon.III 22,98 
povprečje 22,25 0,32 1,40 % 0,69 
D999 - 10-3 
pon.I 25,59 
pon.II 25,62 
pon.III 26,41 
povprečje 25,87 0,15 0,56 % 0,47 
D999 - 10-4 
pon.I 30,58 
pon.II 30,37 
pon.III 31,01 
povprečje 30,65 0,08 0,23 % 0,33 
D999 - 10-5     
pon.I 36,29    
pon.II 36,21    
pon.III 37,03    
povprečje 36,51 0,14 0,37 % 0,46 
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 Priloga H: Preglednica vseh zbranih rezultatov  
Zaporedna 
številka 
Vrsta 
vzorca 
Številka 
DNA 
Datum 
sprejema Vrsta babezije
Protokolna 
številka 
PCR –  
klasični Razmaz Parazitemija 
PCR v 
realnem 
času z 
Bab18S 
PCR v 
realnem 
času z 
Bab_Irk 
Število kopij 
DNA z 
'Bab18S' 
(kopije/ml) 
Število kopij 
DNA z 
'Bab_Irk' 
(kopije/ml) 
1 Pasja 8907 6. 12. 2006 / 2006/V6/137 - / / + - / / 
2 Pasja 10344 27. 8. 2007 / 2007/V6/700 - / / - - / / 
3 Pasja 10370 31. 8. 2007 B. canis 2007/V6/720 + / / + - / / 
4 Pasja 10401 7. 9. 2007 / 2007/V6/754 - / / + - / / 
5 Pasja 10455 21. 9. 2007 B. canis 2007/V6/814 + / / + - / / 
6 Pasja 10696 20. 10. 2007 B. canis 2007/V6/929 + / / + - / / 
7 Pasja 10727 29. 10. 2007 / 2007/V6/955 - / / - - / / 
8 Pasja 11462 10. 3. 2008 B. canis 2008/V6/209 + / / + - / / 
9 Pasja 11583 17. 3. 2008 B. canis 2008/V6/246 + / / + - / / 
10 Pasja 11951 7. 5. 2008 B. canis 2008/V6/446 + / / + - / / 
11 Pasja D696 19. 11. 2008 B. canis 2008/V6/1359 + / / + - / / 
12 Pasja D975 25. 3. 2009 B. canis 2009/V6/189 + / / + - / / 
13 Pasja D999 2. 4. 2009 B. canis 2009/V6/209 + / / + - / / 
14 Pasja D1045 20. 4. 2006 B. canis 2009/V6/256 + / / + - / / 
15 Pasja D3708 12. 4. 2012 / 2012/V6/111 - / / - - / / 
16 Pasja D4691 11. 4. 2013 / 2013/V6/61 - / / - - / / 
17 Pasja D4710 26. 4. 2013 B. canis 2013/V6/80 + / / + - / / 
 
                                Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje Priloge H: Preglednica vseh zbranih rezultatov 
Zaporedna 
številka 
Vrsta 
vzorca 
Številka 
DNA 
Datum 
sprejema Vrsta babezije
Protokolna 
številka 
PCR –  
klasični Razmaz Parazitemija 
PCR v 
realnem 
času z 
Bab18S 
PCR v 
realnem 
času z 
Bab_Irk 
Število kopij 
DNA z 
'Bab18S' 
(kopije/ml) 
Število kopij 
DNA z 
'Bab_Irk' 
(kopije/ml) 
         18 Pasja  D5208    18. 3. 2014 B. canis 2013/V6/68 + / / + - / / 
19 Humana D5486 14. 8. 2014 Babesia sp. Irk 2014/P2/2869 + + 1 % + + 2,9*1010 6,7*1010 
20 Humana D5487 15. 8. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/1732 + / / + + 1,4*1010 5,2*1010 
21 Humana D5488 15. 8. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/1733 + / 0,60 % + + 4,3*109 1,6*1010 
22 Humana D5489 16. 8. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/1734 + + 0,40 % + + 4,3*109 1,3*1010 
23 Humana D5490 18. 8. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/1740 + / / + + 1,2*109 2,2*109 
24 Humana D5491 18. 8. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/1743 + / / + + 1,4*109 3,4*109 
25 Humana D5503 19. 8. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/1770 + + 0,20 % + + 2,3*108 7,9*108 
26 Humana D5504 20. 8. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/1792 + - / + + 1,2*108 2,7*108 
27 Humana D5505 21. 8. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/1808 + + < 0,1 % + + 1,2*108 8*107 
28 Humana D5509 25. 8. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/1843 + + < 0,1 % + + 1,9*107 3,4*107 
29 Humana D5519  4. 9. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/1943 + - / + + 2,4*107 2,6*107 
30 Humana D5546 16. 9. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/2063 + / / + + 2,8*106 4,8*106 
31 Humana D5562 30. 9. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/2164 + / / + + 1,1*106 1,4*106 
32 Humana D5618 10. 11. 2014 Babesia sp. Irk 2014/V5/2495 - - / + + 2,9*104 1*105 
33 Humana D5642 25. 11. 2014 Babesia sp. Irk / - - / - - / / 
34 Humana D5651 3. 12. 2014 Babesia sp. Irk / - - / - - / / 
             
                                            
Se nadaljuje … 
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Nadaljevanje Priloge H: Preglednica vseh zbranih rezultatov 
Zaporedna 
številka 
Vrsta 
vzorca 
Številka 
DNA 
Datum 
sprejema Vrsta babezije
Protokolna 
številka 
PCR –  
klasični Razmaz Parazitemija 
PCR v 
realnem 
času z 
Bab18S 
PCR v 
realnem 
času z 
Bab_Irk 
Število kopij 
DNA z 
'Bab18S' 
(kopije/ml) 
Število kopij 
DNA z 
'Bab_Irk' 
(kopije/ml) 
35 Humana D5666 22. 12. 2014 Babesia sp. Irk / - / / - -             / / 
36 Humana 8500 10. 7. 2006 / / - / / - -             / / 
37 Humana D1402 20. 7. 2009 / 2009/V5/1842 - / / - -             / / 
38 Humana D1612 5. 10. 2009 / 2009/V5/3028 - / / - - / / 
39 Humana D2160 6. 5. 2010 / 2010/V5/575 - / / - - / / 
40 Humana D3086 17. 6. 2011 / 2011/V5/1087 - / / - - / / 
41 Humana D3908 7. 6. 2012 / 2012/V5/959 - / / - - / / 
42 Humana D3976 27. 6. 2012 / 2012/V5/1322 - / / - - / / 
43 Humana D5517 1. 9. 2014 / 2014/V5/1906 - / / - - / / 
   
             
             
